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Introduzione 
 
E’ ben noto che le cellule endoteliali svolgono la funzione di proteggere 
l’organismo dal rischio di sviluppare malattia aterosclerotica e trombotica. Un 
ruolo fondamentale, in questo senso, è esercitato dalla ossido nitrico sintetasi 
endoteliale (eNOS), un enzima che genera la molecola vasoprotettiva ossido 
nitrico (NO). 
NO vascolare ha la capacità di dilatare i vasi sanguigni stimolando l’enzima 
guanilato-ciclasi solubile ed aumentando il quantitativo di guanosina monofosfato 
ciclico (cGMP) nelle cellule muscolari lisce (1). NO è, inoltre, un potente inibitore 
dell’aggregazione e dell’ adesione piastrinica, impedisce l’adesione dei leucociti 
alla parete vasale interferendo nel legame delle molecole di adesione CD11/CD18 
alla superficie dell’endotelio e riduce l’espressione delle suddette proteine di 
superficie nelle cellule della serie bianca. Tali effetti, uniti alle proprietà 
antimitotiche esercitate sulle cellule muscolari lisce, rendono NO la principale 
difesa, presente nei vasi, contro l’aterosclerosi e la trombosi. 
In presenza di fattori di rischio cardiovascolare, è frequente il riscontro di 
disfunzione endoteliale, caratterizzata da alterazioni dell’attività catalitica di eNOS.  
I meccanismi molecolari responsabili di tale fenomeno sono differenti e, 
probabilmente, ancora non completamente noti, ma presentano tutti un comune 
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denominatore: l’aumento dei livelli di specie reattive dell’ossigeno (ROS). 
In modelli sperimentali di ipertensione arteriosa (2), diabete mellito (3) ed 
ipercolesterolemia (4) si è osservato un incremento della espressione e/o dell’ 
attività delle NADPH Ossidasi (NOX) nella parete vascolare, con conseguente 
produzione di ROS. I ROS, in particolare il radicale libero dell’ossigeno O2-, 
reagiscono molto rapidamente con NO, dando origine a composti reattivi 
denominati perossinitriti (ONOO-) responsabili del disaccoppiamento e della 
disfunzione enzimatica di eNOS. 
L’azione degli ONOO- può essere diretta (ossidazione della tetraidrobiopterina e 
dei residui tiolici presenti nella proteina) oppure indiretta, mediata cioè 
dall’attivazione di alcuni enzimi con potere inibitorio (protein-chinasi AMP ciclico-
dipendente [AMPK]) (5) e dalla nuova espressione di altri (arginasi e N-metil-
trasferasi), che riducono il substrato (arginina) (6) o producono un antagonista  
(dimetil-arginina asimmetrica) (7) di eNOS. 
Tuttavia, un recente studio (8) ha dimostrato che esiste una regolazione positiva 
del pathway di fosforilazione di eNOS da parte dei ROS e che tale controllo è 
dose-dipendente. In particolare, è stato dimostrato che basse concentrazioni di 
H2O2 (100 µM) inducono la fosforilazione di eNOS tramite fosfatidil-inositolo-3-
chinasi (PI3K), mentre maggiori concentrazioni di tale agente, così come la 
deplezione dei gruppi tiolici di membrana, hanno evidenziato una riduzione 
dell’attivazione enzimatica.  
Inoltre, esperimenti condotti su colture cellulari di bAEC (bovine Aortic Endothelial 
Cells) hanno mostrato come l’ applicazione di “shear stress” (stress di parete), 
tramite produzione di piccole quote di ROS, sia in grado di determinare 
fosforilazione di eNOS mediante un pathway coinvolgente protein chinasi A (PKA) 
e Akt (9). 
Da ciò si può desumere che, probabilmente, i ROS a basse concentrazioni siano 
capaci, ossidando i gruppi tiolici delle proteine di membrana, di modificare la 
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conformazione sterica di alcuni recettori, che si fanno, poi,  promotori dei 
meccanismi di difesa attraverso l’attivazione della produzione di NO da parte di 
eNOS con un meccanismo PKA/Akt-dipendente. 
Il Precondizionamento Ischemico (PC) è definito come il fenomeno fisiologico in 
cui brevi e ripetuti cicli di ischemia/riperfusione, conferiscono protezione contro la 
morte cellulare indotta da ipossia a quegli organi che sono composti da cellule 
differenziate in maniera terminale, come il cuore ed il cervello. Tale effetto è stato 
associato al rilascio di NO indotto, in questi organi, dalla formazione di modeste 
quote di ROS.  
Successivamente, studi condotti da Richard et al. (10) hanno evidenziato come il 
PC non sia prerogativa peculiare del cuore e del cervello, ma sia anche in grado 
di proteggere l’endotelio dal danno provocato da ischemia/riperfusione, inducendo 
sintesi di NO. In aggiunta, Sun et al. (11) hanno dimostrato che la 
somministrazione di una combinazione di anti-ossidanti (super-ossido dismutasi 
[SOD] + catalasi + mercaptopropionil-glicina [MPG]), durante la fase ischemica di 
induzione del PC, previene lo sviluppo della protezione contro il danno endoteliale 
coronarico indotto da riperfusione in cuori di porcellini d’India. 
Il riscontro della capacità di precondizionamento da parte dell’endotelio ha aperto 
importanti prospettive nell’ambito della ricerca scientifica riguardante la protezione 
contro il danno d’organo indotto da ischemia/riperfusione. Infatti, effetti positivi sul 
danno da riperfusione si sono osservati anche in organi (cuore, rene, cervello, 
fegato) (12-15) siti a distanza dal distretto vascolare precondizionato, lasciando 
immaginare la possibilità di indurre protezione in un determinato distretto 
dell’organismo, pur senza applicare direttamente su di esso lo stimolo 
precondizionante. 
Quest’ultima osservazione assume un notevole rilievo, dal momento che il PC 
endoteliale è l’unico a poter essere riprodotto anche negli uomini: a livello del 
sistema circolatorio periferico, in volontari sani, esso previene sia il 
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disaccoppiamento della vasodilatazione flusso-mediata nell’arteria radiale che la 
perdita della risposta vasodilatatoria alla stimolazione con acetilcolina 
nell’avambraccio dopo prolungata ischemia locale (16). 
Nonostante sia già noto che gli effetti del PC endoteliale rispecchiano i tempi di 
quello osservato a livello cardiaco (immediati e di breve durata [1 h]; tardivi e di 
lunga durata [24-72 h]), ancora non sono ben chiari i meccanismi molecolari che 
risultano determinanti per la protezione in questo distretto.  
Nella fase precoce o  “early” del PC è stata evidenziato il ruolo di mediatori svolto 
da NO, dalle chinine (17) e dalle prostaglandine (PGE2) (18), così come quello di 
effettori della protezione esercitato dalla protein chinasi C (PKC) (19) e dai canali 
del K+ - ATP sensibili (20). 
Sulla fase tardiva o “late” del PC, viceversa, le nozioni sono ancora frammentarie 
ed una certa unanimità di pareri è presente soltanto riguardo la funzione di primo 
piano svolta da eNOS, la cui inibizione provoca un’ abolizione della protezione, 
mentre non indispensabile appare la sintesi di NO dipendente dalla forma 
inducibile (iNOS) (21). 
Recentemente è stato dimostrato che Akt, una serin/treonin chinasi, gioca un 
ruolo fondamentale nella genesi di NO in cellule endoteliali, inducendo la 
fosforilazione di eNOS in serina1177 (ser1177) e, conseguentemente, un 
aumento dell'attività di tale enzima (22). Ancor più interessante è l’osservazione 
che Akt viene attivata da numerosi sistemi ligando-recettore dimostratisi protettivi 
nei confronti della morte cellulare, come l’insulina (23), IGF-1 (23) e gp130 (24). 
Inoltre, è stato riportato che, in cellule endoteliali in coltura, gli effetti anti-
apoptotici indotti dallo “shear stress” (25) e dal PC (26) sono mediati da un 
meccanismo Akt-dipendente. 
E' quindi possibile ipotizzare che il PC attivi Akt. In tal caso, la 
fosforilazione/attivazione di Akt potrebbe contribuire in maniera diretta alla 
protezione cellulare indotta dal PC mediante la promozione della sopravvivenza 
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cellulare e stimolando la sintesi di NO. 
Scopo di questo studio è stato, quindi, quello di esplorare i meccanismi molecolari 
coinvolti nella protezione cellulare indotta dal PC tardivo mediante un modello di 
PC riprodotto in cellule endoteliali in coltura ed, in particolare, di investigare il 
ruolo specifico di Akt ed NO. 
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Capitolo 1 
Materiali e Metodi 
1.1 Reagenti e Sostanze Chimiche
 
 
H89, LY294002, Go6983, Nω-Nitro-L-arginina metil-estere (L-NAME), 1400W, N-
Acetil-Cisteina (NAC), N-naftil-etilen-diamina diidrocloruro, sulfanilamide, nitrito di 
sodio, acido fosforico, kemptide e NOC-12 sono stati acquistati presso la Sigma 
Aldrich Corporation (St. Louis, MO; USA). 
 
1.2 Colture Cellulari
 
 
Per gli esperimenti sono state utilizzate bAEC tra i passaggi 3° - 8°, acquistate da 
Lonza Biologics Inc (Portsmouth, USA), coltivate in Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) (Lonza Biologics Inc; Portsmouth, USA), arricchito con Siero 
Bovino Fetale (10%) (Lonza Biologics Inc; Portsmouth, USA), Penicillina-
Streptomicina (1%) (Lonza Biologics Inc; Portsmouth, USA) e Glutammina (1%) 
(Lonza Biologics Inc; Portsmouth, USA) e mantenute a 37°C al 5% di CO2. 
 
1.3 Ipossia 
 
Le bAEC sono state piastrate in dischi di 100 mm e portate ad una confluenza del 
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90-95%. Le condizioni ipossiche sono state ricreate utilizzando un mezzo di 
coltura privo di nutrienti e fattori di crescita (NaCl 116 mM, KCl 54mM, Mg2SO4 
800 μM, NaHCO3 26.2 mM, NaH2PO4 1 mM, CaCl2 1.8 mM, Glicina 10 mM e 
Rosso Fenolo 0.001%, pH 7.3),  precedentemente saturato per 10 minuti ad 1 
Atm con una miscela di Azoto 95% - CO2 5%, ed incubando le cellule in una 
camera dedicata, riempita con la medesima miscela di gas e mantenuta a 37°C. Il 
pH, la PO2 e la PCO2 del mezzo, prima dell’applicazione dello stimolo ipossico ed 
al suo termine, sono risultate rispettivamente di 7.36 ± 0.2, 45.3 ± 1.2 mmHg, e 
35.3 ± 0.8 mmHg e 7.32 ± 0.9, 32.6 ± 1.1 e 37.9 ± 2.1 mmHg (27). 
 
1.4 Stima della Produzione di Ossido Nitrico (NO) 
 
1.4.1 Saggio di conversione di L-arginina in L-citrullina  
 
Le colture cellulari, giunte al 90-95% di confluenza in piastre di 100 mm e poste in 
quiescenza per 12 ore  prima dell’esperimento, sono state sottoposte al protocollo 
di precondizionamento. A tempi predefiniti di stimolazione (0, 1, 6, 12, 24, 48 ore), 
sono state omogeneizzate in Tris HCl 25 mmol/L, pH 7.4, EDTA 1 mmol/L, e 
EGTA 1 mmol/L. Il pellet è stato recuperato dopo centrifugazione a 14000 rpm per 
20 minuti e 20 µg di proteina sono stati incubati in Tris HCl 25 mmol/L, 
tetraidrobiopterina 3 µmol/L, flavin-adenin-dinucleotide 1 µmol/L, flavin-adenin-
mononucleotide 1 µmol/L, NADPH 25 µmol/L, CaCl2 10 µmol/L, e [3H]arginine 2 
nCi/µL (Bcs Biotech SpA; Italia) per 60 minuti a 37°C. La reazione è stata 
arrestata con un egual volume di HEPES 50 mmol/L e EDTA 5 mmol/L e, 
successivamente, è stata effettuata cromatografia su colonne Dowex AG50WX-8. 
Il flusso è stato valutato mediante aggiunta di liquido di scintillazione e lettura al 
gamma-counter. La produzione di citrullina è stata misurata in picomoli per minuto 
per milligrammo di proteina ed espressa come variazioni unitarie del volume 
basale (28). 
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1.4.2 Reazione di GRIESS 
 
L'accumulo di nitriti è stato misurato all'interno del  mezzo di coltura mediante la 
reazione di GRIESS (29). In breve, le cellule sono state coltivate in dischi multipli 
e poste in quiescenza per la notte. Il giorno successivo, le cellule sono state 
stimolate come descritto, ed il mezzo di coltura è stato rimosso e centrifugato a 
1000 rpm per rimuovere le cellule morte. Il sopranatante è stato successivamente 
testato con una soluzione 1 : 1 di α-naftil-etilenediamina (stock solution 0.1% w/v 
in H2O) e sulfanilamide (stock solution 1% w/v, in 5% H3PO4) per 10 minuti e 
mantenuto in condizioni di buio a 23°C. La produzione di nitriti è stata registrata 
con uno spettrofotometro a luminescenza Perkin-Elmer LS 55 (Perkin-Elmer Ltd, 
Beaconsfield, England) mediante la valutazione dell'assorbanza ad una 
lunghezza d’ onda di 550 nm. Per quantificare la produzione di nitriti ottenuta 
durante gli esperimenti è stata utilizzata una curva standard di NaNO2. 
 
1.5 Valutazione di Apoptosi e Necrosi 
 
Le cellule cresciute su vetrini sono state colorate con Annessina V (AV) e con 
Propidio Ioduro (PI) (Annexin-V- FLUOS Staining Kit, Roche). Le cellule 
apoptotiche sono risultate positive all’ AV, mentre quelle necrotiche sia all’AV che 
al PI. La percentuale di cellule apoptotiche e necrotiche è stata calcolata 
dividendo il numero di cellule AV-positive/PI-negative e AV-positive/PI-positive per 
il numero totale di nuclei rilevati con colorazione DAPI, rispettivamente (27). 
 
1.6 Saggio di Attività di Protein Chinasi A (PKA) 
 
L'attività di PKA è stata testata mediante analisi della fosforilazione del peptide 
sintetico kemptide (Kp; substrato specifico di PKA). Il saggio è stato condotto 
come precedentemente descritto (30). Le bAEC sono state lisate in un buffer 
Analisi dei Meccanismi Molecolari di Citoprotezione 
in Risposta allo Stimolo Ipossico 
 
 - 12 -
contenente β-glicerofosfato 50 mM, NaF 1 mM, EGTA 1.5 mM, NONIDET P-40 
1%, EDTA 1 mM, PMSF 0.1 mM, leupeptina 10 µg/ml, aprotinina 10 µg/ml e DTT 
1 mM. La fosforilazione è stata condotta in un volume finale di 50 µl contenenti 
HEPES 50 mM (pH 7.5), MgCl2 10 mM e Kp 1 µg. La fosforilazione è stata iniziata 
mediante l'aggiunta di [γ-32P]ATP 10 µM (6 Ci/mmol; Bcs Biotech SpA; Italia). La 
reazione è stata fatta procedere per 20 minuti a temperatura ambiente e bloccata 
mediante l'aggiunta di sample buffer (Tris 125 mM pH 6.8, SDS 4%,  glicerolo 
10%, bromofenolo blu 0.006%, β-mercaptoetanolo 2%) e bollitura per 3 minuti a 
95 °C. I campioni sono stati risolti su gel SDS–PAGE 10% e sottoposti ad 
autoradiografia. La fosforilazione di Kp da parte della subunità catalitica di PKA 
(Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, MO; USA) è stata utilizzata come controllo 
positivo. 
 
1.7 Immunoblotting ed Immunoprecipitazione 
 
Le cellule, cresciute in piastre di 100 mm e portate ad una confluenza del 90-95%, 
sono state lavate due volte con Dulbecco PBS Ca2+/Mg2+-free freddo e lisate con 
un buffer contenente HEPES 50 mM (pH 7.6), EDTA 1 mM, EGTA 5 mM, MgCl2 
10 mM, β-glicerofosfato 50 mM, vanadato 1 mM, fluoruro di sodio 10 mM, 
sodiopirofosfato 30 mM, ditiotreitolo 2 mM, AEBSF 1 mM, per la rilevazione della 
fosforilazione di Akt da parte di anticorpi anti-fosfo-Akt (serina473 e treonina308) 
(Cell Signaling Technology). Per i restanti immunoblotting, le cellule sono state 
lisate con un buffer contenente NaCl 150 mM , Tris 50 mM (pH 7.5),  acido 
dessicolico 0.5%,  NP-40 1% (IGEPAL CA-630),  SDS 0.1%, sodio ortovanadato 
0.1 mM, fluoruro di sodio 1 mM, PMSF 0.5 mM, aprotinina 0.5 µg/ml, e leupeptina 
0.5 µg/ml (RIPA Buffer).  
Per verificare la presenza di un complesso funzionale deputato all’ attivazione 
della sintesi di NO, abbiamo utilizzato la tecnica della co-immunoprecipitazione. 
Le bAEC sono state lisate con RIPA e, una volta effettuata la normalizzazione per 
Analisi dei Meccanismi Molecolari di Citoprotezione 
in Risposta allo Stimolo Ipossico 
 
 - 13 -
il contenuto proteico, 250 µg per ciascun campione sono stati immunoprecipitati 
con 1 µg di anticorpo anti-Akt totale (Santa Cruz Biotechnology, Inc) oppure 1 µg 
di anticorpo anti-subunità catalitica di PKA (Santa Cruz Biotechnology, Inc), in 
presenza di 30 µl di proteina A/G Sefarosio (Santa Cruz Biotechnology, Inc). 
Gli immunoprecipitati sono stati risolti su gel Nu-Page 4-12%, trasferiti ad una 
membrana in polivinilidene difluoruro (PVDF) e saggiati con anticorpi primari. 
Abbiamo utilizzato i seguenti anticorpi primari: anti-fosfo-ossido nitrico sintetasi 
endoteliale (eNOS) serina1177 (ser1177), anti-Bad,  anti-fosfo-Bad serina112 e 
serina136 (ser112 e ser136), anti-caspasi-3, anti-caspasi-3 clivata, anti-nitro-
tirosina (Cell Signaling Technology); anti-ossido nitrico sintetasi inducibile (iNOS), 
anti-actina, anti-Akt, anti-subunità catalitica di PKA (Santa Cruz Biotechnology, 
Inc); anti-eNOS (BD Transduction LaboratoriesTM; San Jose, CA USA); anti-
emagglutinina (HA; Covance, Princeton, New Jersey).  
Anticorpi perossidasi-coniugati (Cell Signaling e Santa Cruz Technology) sono 
stati utilizzati come anticorpi secondari. Il legame dell'anticorpo secondario è stato 
rilevato mediante aumento della chemiluminescenza (Amersham Pharmacia 
Biotech). 
 
1.8 Transfezione Transitoria 
 
E' stato prodotto uno short interfering RNA selettivo per l’ isoforma endoteliale 
della NOS bovina (beNOS-siRNA) dalla sequenza localizzata 1824 coppie di basi 
dopo il codone di inizio della trascrizione (GAGTTACAAGATCCGCTTC; 
EUROGENTEC S.A., Belgium) (31). 
Le bAEC sono state coltivate ad una densità di 1 x 106 per piastra in dischi 
multipli. Ventiquattro ore dopo, il mezzo è stato sostituito con un Dulbecco 
modificato Eagle/Ham F-12 senza supplemento di Siero Bovino Fetale. Le 
transfezioni sono state eseguite usando LipofectAMINA 10 µl/ml (Life 
Technologies) in 1 ml/piastra di DMEM. Quattro ore dopo la transfezione, il mezzo 
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di coltura è stato sostituito con un mezzo di coltura contenente siero. Quarantotto 
ore dopo la transfezione, le bAEC sono state poste in quiescenza per la notte e 
stimolate come descritto. 
 
1.9 Preparazione degli Estratti Nucleari 
 
Le proteine nucleari sono state estratte come descritto (32). Le cellule sono state 
lavate e staccate dalle piastre con un buffer salino di Tris. Dopo la 
centrifugazione, le cellule sono state  risospese in 200 µl di buffer A freddo 
(HEPES 10 mM, pH 7.9, KCl 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM, Na3VO4 0.1 
mM, ditiotreitolo 1 mM, AEBSF 0.5 mM) e lasciate in ghiaccio per 15 minuti. Le 
cellule sono state lisate mediante l’aggiunta di 12.5 µl di NONIDET P-40 10% e 
vigorosa agitazione per 10 secondi, seguito da centrifugazione (12,000 rpm) per 
30 secondi. Il sopranatante è stato recuperato come frazione citosolica. Il pellet è 
stato risospeso in 50 µl di buffer B freddo (HEPES 20 mM, pH 7.9, NaCl 400 mM, 
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Na3VO4 0.1 mM, ditiotreitolo 1 mM, AEBSF 0.5 mM) e 
posto su rocker per 15 min. I campioni sono stati centrifugati a 14,000 rpm per 5 
minuti. Il sopranatante è stato recuperato come frazione nucleare. L'intera 
procedura è stata condotta a 4°C. I campioni sono stati conservati a -85 °C. 
 
1.10 Analisi Statistica 
 
I dati sono stati espressi come media ± DS. Le analisi statistiche sono state 
effettuate usando la analisi della varianza. Il confronto post-test è stato ottenuto 
con il metodo di Tukey. La significatività accettata è stata quella con un valore di 
p< 0,05. 
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Capitolo 2 
Risultati 
2.1 Il PC Protegge le Cellule Endoteliali dalla Morte Cellulare Indotta dall' 
Ipossia 
 
Abbiamo condotto un esperimento pilota per valutare la possibilità di riprodurre un 
modello in vitro di PC in cellule endoteliali. A tale scopo, abbiamo analizzato il 
tasso di mortalità cellulare conseguente a differenti periodi di ipossia. L'ipossia ha 
indotto un aumento tempo-dipendente della morte cellulare sia per apoptosi che 
per necrosi (Figura 1 A). In particolare, dopo 1, 6, 12 e 24 ore di ipossia, il tasso di 
morte cellulare (apoptosi + necrosi) è risultato del 28%, 58%, 81% e 94%, 
rispettivamente (Tabella I). L'apoptosi è stata rilevata principalmente dopo brevi 
periodi di ipossia, mentre periodi prolungati di ipossia hanno indotto sia apoptosi 
che necrosi. L’apoptosi è stata confermata dall’ analisi del clivaggio di caspasi-3, 
che gioca un ruolo chiave nella regolazione della cascata di morte cellulare 
programmata (33). (Figura 1 B). 
Dato che 12 ore hanno rappresentato il punto al quale l'ipossia ha indotto circa il 
60% di morte cellulare, principalmente dovuta ad apoptosi, abbiamo testato se 
brevi periodi di ipossia fossero capaci di ridurre la morte cellulare indotta 
dall'esposizione a 12 ore di ipossia. Tre cicli ripetuti di 15 minuti di ipossia seguiti 
da 15 minuti di riossigenazione (Figura 2 A) hanno ridotto la morte cellulare 
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indotta da 12 ore di ipossia; principalmente responsabile di tale fenomeno è stata 
una riduzione del tasso apoptotico (Figura 2 B). L'effetto citoprotettivo osservato 
ha mostrato un trend bifasico, con le finestre precoce e tardiva rilevabili 
immediatamente e 24 ore dopo che il PC è stato applicato (Tabella II). In 
particolare, la morte cellulare per apoptosi si è ridotta nelle cellule precondizionate 
precocemente e tardivamente del 25±5% e 28±4%, rispetto al 48±5% nelle cellule 
non precondizionate. L'apoptosi è stata valutata anche analizzando il clivaggio 
della caspasi-3. Tale analisi ha confermato il trend bifasico della citoprotezione 
indotta da PC (Figura 2 C), con le finestre precoce e tardiva caratterizzate dalla 
riduzione del clivaggio di caspasi-3 indotto dall'ipossia. 
 Tali risultati indicano che, in cellule endoteliali, brevi periodi ripetuti di ipossia 
seguiti da riossigenazione riducono la morte cellulare per apoptosi indotta 
dall'ipossia con due finestre di protezione (precoce e tardiva), dimostrando che le 
nostre condizioni sperimentali riproducono il fenomeno del PC. 
 
2.2 Il PC Induce Sintesi di NO in Cellule Endoteliali 
 
Dal momento che NO è ritenuto un mediatore chiave del PC, abbiamo misurato la 
produzione di NO mediante l'accumulo di citrullina ed attraverso il metodo 
colorimetrico di GRIESS. Il PC ha indotto una produzione di NO dipendente da 
eNOS con due picchi, riscontrabili immediatamente e a 24 ore dal PC e 
caratterizzati da un aumento di 1.5 e 1.9 volte nell'accumulo di citrullina, 
rispettivamente (Figura 3 A). La valutazione della produzione di NO indotta dal PC 
attraverso la reazione di GRIESS ha mostrato lo stesso trend bifasico (Figura 3 
B). L'analisi degli enzimi responsabili della produzione di NO ha mostrato che 
entrambi eNOS ed iNOS sono coinvolte nella sintesi di NO indotta dal PC. In 
particolare, la fosforilazione/attivazione di eNOS in serina1177 (ser1177) e 
l'espressione di iNOS sono state rilevate immediatamente e 24 ore dopo il PC 
(Figura 3 C e 3 D). 
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Tali risultati indicano che, in cellule endoteliali, il PC induce produzione di NO, 
attivazione di eNOS ed espressione di iNOS. 
 
2.3 PKA e PI3K Mediano la Sintesi di NO durante il Precondizionamento 
Tardivo 
 
Dal momento che il PC tardivo (LPC) conferisce una finestra di protezione 
cellulare più lunga, abbiamo focalizzato la nostra attenzione sui pathway 
molecolari che regolano la produzione di NO indotta dal LPC. Inoltre, in altri 
modelli sperimentali è stato dimostrato che diversi meccanismi sono coinvolti nella 
produzione di NO durante LPC, inclusi l'attivazione di PKA (34), di PI3K (22) e di 
PKC (35) e la produzione di ROS (36). Allo scopo di studiare quali meccanismi 
molecolari siano coinvolti nella produzione di NO indotta da LPC in cellule 
endoteliali, abbiamo misurato la produzione di NO indotta da LPC in presenza di 
inibitori di PKA, PI3K, PKC, ed iNOS, di inibizione aspecifica di NOS e di un 
antiossidante (NAC).  
L'inibizione selettiva di iNOS da parte di 1400W (20 μM, 15 minuti di 
pretrattamento) ha ridotto significativamente la produzione di NO indotta da LPC, 
mentre la somministrazione dell'inibitore aspecifico della sintesi di NO (L-NAME; 1 
mM, 15 minuti di pretrattamento), da solo o in combinazione con 1400W, l’ ha 
abrogata del tutto. 
Anche il pretrattamento con H89 (inibitore di PKA; 10 µM, 30 minuti di 
pretrattamento) e LY294002 (inibitore di PI3K; 30 μM, 30 minuti di pretrattamento) 
ha abrogato la produzione di NO indotta da PC;  l'esposizione a NAC (10 mM, 30 
minuti di  pretrattamento) l’ha ridotta, mentre l'inibizione di PKC mediante Go6983 
(1 μM, 60 minuti di pretrattamento) non ha prodotto alcuna modifica nella sintesi 
di NO (Figura 4 A e 4 B). Allo stesso tempo, la fosforilazione/attivazione di eNOS 
indotta da LPC è stata inibita da H89, LY294002 e NAC (Figura 5 A). Inoltre, 
l'espressione di iNOS indotta da LPC è stata inibita dal pretrattamento con H89 e 
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NAC, ed è stata significativamente ridotta da LY294002 (Figura 5 B). 
Successivamente, dal momento che NAC inibisce la sintesi di NO indotta da LPC, 
abbiamo testato la produzione di ROS indotta da PC. La genesi di ROS è stata 
valutata mediante quantizzazione delle proteine nitrosilate (37). LPC ha indotto un 
aumento nel contenuto di proteine nitrosilate (3.2 volte vs controllo), che è stato 
significativamente minore di quelli riscontrati a 1, 6 e 12 ore dall'applicazione del 
PC (6.1 volte vs controllo; Figura 4 C). Il pretrattamento delle bAEC 
precondizionate tardivamente con NAC ha abrogato la formazione di proteine 
nitrosilate (Figura 4 D). 
Nel complesso, tali dati indicano che PKA, PI3K e i ROS giocano un ruolo chiave 
nella produzione di NO durante la fase tardiva del PC. 
 
2.4 Il PC Attiva PKA ed Akt 
 
Avendo riscontrato che la produzione di NO indotta da LPC è mediata da pathway 
dipendenti sia da PKA che da PI3K, abbiamo esplorato se LPC sia in grado di 
attivare tali chinasi. 
L'attivazione di PKA è stata valutata mediante fosforilazione del kemptide (Kp), 
substrato sintetico di PKA. Sia il PC precoce che quello tardivo hanno indotto la 
fosforilazione di Kp. In particolare, la fosforilazione di Kp è aumentata di 3.8 volte 
durante  LPC, rispetto al controllo (Figura 6). 
Abbiamo poi studiato Akt, la serin/treonin chinasi a valle di PI3K, che promuove la 
sintesi di NO attraverso l'attivazione di eNOS (22). LPC ha prodotto la 
fosforilazione/attivazione di Akt in treonina308 (thr308; 3.2 volte vs controllo, 
p<0,001) (Figura 7 A) e serina473 (ser473; 5.8 volte vs controllo, p<0,001) (Figura 
7 B). 
Per confermare che l'attivazione di PKA ed Akt indotta da PC rende conto della 
produzione di NO attraverso la fosforilazione/attivazione di eNOS, abbiamo 
valutato se vi è un'interazione fisica tra PKA, Akt e fosfo-eNOS(ser1177) durante 
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il PC. A tale scopo, i lisati cellulari ottenuti a differenti tempi dall'induzione del PC 
sono stati sottoposti ad immunoprecipitazione con anticorpi diretti contro la 
subunità catalitica di PKA ed Akt. I prodotti della immunoprecipitazione  sono stati 
blottati con un anticorpo anti-fosfo-eNOS(ser1177). Il PC precoce ha indotto la 
formazione di un complesso tra PKA e fosfo-eNOS, mentre LPC ha indotto la 
formazione di un complesso tra Akt e fosfo-eNOS (Figure 7 C e 7 D). 
Insieme, questi esperimenti indicano che il PC attiva PKA ed Akt, i quali, a turno, 
interagiscono fisicamente con eNOS e la fosforilano. In particolare, PKA è 
principalmente coinvolta nella fosforilazione di eNOS durante la fase precoce del 
PC, mentre Akt rende conto della fosforilazione di eNOS nella fase tardiva del PC. 
 
2.5 PKA e Akt Mediano la Protezione Cellulare durante il PC Tardivo 
 
Successivamente, abbiamo analizzato il meccanismo coinvolto nella protezione 
cellulare indotta da LPC. A tale scopo, abbiamo valutato la morte cellulare indotta 
da ipossia ed il clivaggio di caspasi-3 durante LPC in presenza ed assenza di 
inibitori specifici di PKA, PI3K e PKC, di inibizione aspecifica della produzione di 
NO e di chelanti dei ROS. La morte cellulare per apoptosi e necrosi indotta 
dall'ipossia (Figura 8 A e Tabella III), così come il clivaggio di caspasi-3 (Figura 9 
A), è stata ridotta da LPC. Questo fenomeno non è stato alterato dall'inibizione di 
PKC (Go6983) e della produzione di NO (L-NAME+1400W), ma è stato abolito 
dall'inibizione di PKA (H89), di PI3K (LY294002) e dalla neutralizzazione dei ROS 
(NAC). Il clivaggio di caspasi-3 indotto dall' ipossia riscontrato durante inibizione 
di PKA e PI3K è risultato drammaticamente aumentato rispetto a quello indotto 
dalla sola ipossia. Per stabilire definitivamente il contributo di iNOS ed eNOS nella 
protezione cellulare indotta da LPC, abbiamo valutato la morte cellulare ed il 
clivaggio di caspasi-3 durante LPC, in seguito a pretrattamento con 1400W 
(Figure 8 A e 8 B) e inibizione dell'espressione di eNOS mediante transfezione 
con beNOS-siRNA (Figure 11 A e 9 B). L'efficacia della transfezione di beNOS-
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siRNA nelle bAEC è stata valutata mediante misurazione dell'espressione 
proteica e dell'attività enzimatica di eNOS. Le cellule transfettate hanno mostrato 
una riduzione sia nell'espressione di eNOS (Figura 9 B) che nella produzione di 
nitriti (Figura 10 A). Il trattamento con 1400W e con beNOS-siRNA non ha alterato 
l'effetto citoprotettivo di LPC, valutato attraverso la misurazione del tasso di morte 
cellulare per apoptosi e per necrosi ed il clivaggio di caspasi-3. 
Infine, per esplorare se PKA e PI3K siano necessarie per la protezione cellulare 
indotta da LPC, abbiamo valutato l'effetto di LPC sulla morte cellulare indotta 
dall'ipossia e sul clivaggio di caspasi-3 in cellule con espressione transitoria di 
mutanti dominanti negativi di PKA (DN PKA) ed Akt (DN Akt), che è la 
serin/treonin chinasi regolatrice di molti effetti biologici dipendenti da PI3K, inclusa 
la sopravvivenza cellulare (38). La transfezione sia del plasmide codificante per il 
DN PKA che di quello per il DN Akt, ha inibito la protezione cellulare conferita dal 
LPC. Infatti, entrambi i plasmidi hanno abolito la protezione contro la morte 
cellulare per apoptosi e per necrosi indotta dall'ipossia (Figura 11 A e Tabella IV) 
e la riduzione del clivaggio di caspasi-3 indotto da LPC (Figure 9 C e 9 D). 
L'efficacia della transfezione di DN PKA e DN Akt nelle bAEC è stata valutata 
mediante immunoblotting. L'espressione di HA è stata riscontrata soltanto nelle 
cellule transfettate con DN PKA (Figura 11 B) e DNA Akt (Figura 11 C). 
Similmente, l'espressione di PKA ed Akt è risultata aumentata nelle cellule 
transfettate con DN PKA e DN Akt, rispetto a quelle transfettate con pcDNA3. 
Infine, per stabilire un possibile meccanismo che renda conto della protezione 
cellulare indotta da LPC, abbiamo saggiato la fosforilazione di Bad nelle cellule 
precondizionate tardivamente. Bad agisce come una molecola anti-apoptotica 
quando fosforilata in ser112 e ser136 (39). Il LPC ha indotto la fosforilazione in 
entrambi i siti: questi ultimi costituiscono i “consensus-sites” per la fosforilazione 
da parte di PKA ed Akt, rispettivamente (Figura 8 C). 
Nell'insieme questi dati indicano che, in cellule endoteliali, l'effetto citoprotettivo 
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indotto da LPC richiede un pathway dipendente da PKA e PI3K/Akt.  
 
2.6 Il Donatore di NO (NOC-12) non Conferisce Protezione dall’ Apoptosi 
indotta da Ipossia in bAEC 
 
Per escludere definitivamente l’ipotesi che, nel nostro modello sperimentale, NO 
giochi un ruolo nella protezione cellulare mediata da LPC, indipendentemente 
dall'attività di eNOS ed iNOS, abbiamo valutato l'effetto citoprotettivo di un 
donatore a lungo termine di NO (NOC-12) in cellule precondizionate esposte ad 
ipossia. Come atteso, il PC precoce e tardivo ha ridotto significativamente il 
clivaggio di caspasi-3 indotto dall'ipossia. L'effetto citoprotettivo è stato 
parzialmente perso dopo 1 ora ed è risultato indeterminabile dopo 48 ore 
dall’applicazione del PC. Rispetto al controllo, NOC-12 ha aumentato l'accumulo 
di nitriti nel mezzo di coltura di 6.4 volte, ma non ha ridotto il clivaggio di caspasi-3 
osservato in cellule esposte a 12 ore di ipossia dopo 1 e 48 ore dall’applicazione 
dello stimolo precondizionante (Figura 12). 
Tali risultati indicano che il rilascio di NO da parte di donatori di NO non induce 
protezione cellulare in questo modello sperimentale di PC. 
 
2.7 PKA e PI3K Mediano l' Attivazione di Akt Indotta dal PC  
 
Dal momento che entrambi i pathway dipendenti da PKA e da PI3K/Akt sono 
coinvolti nell'effetto citoprotettivo indotto da LPC, abbiamo valutato l’esistenza di 
un cross-talk tra queste due vie. Innanzitutto, abbiamo analizzato il meccanismo 
dell'attivazione di Akt indotta da LPC. A tale scopo, la fosforilazione di Akt indotta 
da LPC è stata valutata in presenza di H89, LY294002, Go6983, L-NAME, 1400W 
e NAC. La fosforilazione di Akt indotta da LPC, in thr308 e ser473, è stata 
abrogata dal pretrattamento con H89 e NAC, ma solo ridotta da LY294002 (Figure 
13 A e 13 B), suggerendo che PKA gioca un ruolo critico nell'attivazione di Akt 
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durante LPC. Quindi, ci siamo chiesti se PKA ed Akt interagiscano fisicamente in 
corso di PC. A tale scopo, i lisati provenienti dalle cellule sottoposte a PC sono 
stati immunoprecipitati con anticorpi diretti contro la subunità catalitica di PKA e 
poi blottati con anticorpo anti-fosfo-Akt (thr308/ser473). Sia il PC precoce che 
quello tardivo hanno indotto la formazione di immunocomplessi tra PKA e fosfo-
Akt (Figure 14 A e 14 B). Quindi, per verificare che Akt sia un substrato di PKA 
durante PC, abbiamo immunoprecipitato i lisati cellulari utilizzando un anticorpo 
anti-Akt e blottato con un anticorpo che riconosce i substrati fosforilati di PKA. Il 
PC ha aumentato il riconoscimento di Akt da parte dell'anticorpo anti-substrato 
fosforilato di PKA, confermando che Akt viene fosforilato da PKA durante PC 
(Figura 14 C). 
Questi risultati indicano che sia PKA che PI3K sono necessarie per l'attivazione di 
Akt indotta da LPC e che Akt è un substrato di PKA. 
 
2.8 PKA è Primariamente Interessata nella Protezione Indotta dal PC 
 
Per confermare l'ipotesi che il pathway coinvolgente PKA, piuttosto che quello 
dipendente da PI3K, sia primariamente responsabile della protezione cellulare 
indotta da PC precoce (EPC), abbiamo saggiato la morte cellulare mediante 
incubazione con AV/PI ed il clivaggio di caspasi-3 nelle bAEC precondizionate 
precocemente, in presenza ed assenza di inibitori di PKA e PI3K (rispettivamente 
H89 e LY294002) (Figura 15 A). H89 (10 μM, 30 minuti di pretrattamento) ha 
abrogato la protezione cellulare indotta da EPC, determinando un aumento nella 
morte cellulare per apoptosi e necrosi (Tabella V), mentre LY294002 (30 μM, 30 
minuti di pretrattamento) non ha avuto tale effetto. Contemporaneamente, 
l'inibizione del clivaggio di caspasi-3 indotta da EPC è stato abrogato da H89 
(Figura 15 B). Inoltre, la fosforilazione di Akt in ser473 indotta da EPC è stata 
inibita da H89 e non da LY294002 (Figura 15 C), suggerendo che l'attivazione di 
Akt durante EPC è un fenomeno PKA-dipendente. 
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Tali risultati indicano che PKA, piuttosto che PI3K, è coinvolta in modo critico nella 
induzione della protezione cellulare mediata da EPC. 
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Capitolo 3 
Discussione 
Il presente studio è stato focalizzato sui meccanismi molecolari alla base 
dell'effetto citoprotettivo indotto da PC in cellule endoteliali. I nostri dati appaiono 
in contrasto con precedenti pubblicazioni in cui la produzione di NO è stata 
ritenuta indispensabile per la citoprotezione indotta da PC. Molti fattori possono 
spiegare queste discrepanze. Innanzitutto, il nostro modello sperimentale è stato 
completamente differente da quelli usati da altri autori, dato che noi abbiamo 
utilizzato colture cellulari, mentre Xuan et al (40) hanno valutato l'estensione di 
infarto in topi transgenici e Laude et al (41) hanno analizzato la vasodilatazione 
coronarica in cuori di ratto precondizionati. Inoltre, noi abbiamo valutato 
esclusivamente i meccanismi molecolari coinvolti nella sopravvivenza cellulare, 
mentre tali autori hanno investigato differenti aspetti funzionali del PC. Questi dati 
contrastanti sottolineano la necessità di stabilire definitivamente i meccanismi alla 
base delle diverse componenti biologiche del PC. 
In questo studio, abbiamo rilevato che il PC induce l'attivazione di Akt, che a sua 
volta è responsabile della protezione cellulare indotta dal PC stesso. Questo 
meccanismo permette la speculazione che la produzione di NO indotta da PC, più 
che essere un mediatore di sopravvivenza cellulare, sia un epifenomeno 
dell'attivazione di Akt. Comunque, non escludiamo la possibilità che in un sistema 
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biologico più complesso, come modelli sperimentali in vivo, NO giochi un ruolo 
critico nella citoprotezione indotta da PC. In aggiunta, bisogna notare che il nostro 
setting sperimentale ha escluso il contributo dell'infiammazione alla risposta 
endoteliale. Ciò potrebbe spiegare l'assenza di effetto protettivo di NO nella 
protezione endoteliale indotta da PC. 
I nostri dati mostrano che, in cellule endoteliali, l'effetto citoprotettivo indotto da 
PC è mediato dall'attivazione di Akt dipendente da PKA e PI3K. Un gran numero 
di dati indica che l'attivazione PI3K-dipendente di Akt, in risposta a diversi stimoli, 
è responsabile di un effetto citoprotettivo in differenti tipi cellulari. D'altro canto, è 
stato dimostrato che l'attivazione di PKA, più che generare un segnale di 
sopravvivenza, promuove l'apoptosi in diversi tipi cellulari, incluse le cellule 
endoteliali (42). Akt può essere attivato da meccanismi differenti, inclusi pathway 
wortmannina-sensibili ed -insensibili (43), ed è stato riportato che Akt può essere 
attivato da un meccanismo PKA-dipendente in cellule endoteliali (44). Nel 
presente studio, abbiamo riscontrato che l'attivazione di Akt durante LPC richiede 
PKA, che PKA forma un complesso fisico con Akt e, soprattutto, che Akt agisce 
come un substrato di PKA. Ciò suggerisce che, in cellule endoteliali, l'effetto 
citoprotettivo indotto da PC è mediato dal cross-talk tra PKA ed Akt, che 
interagiscono direttamente. Quindi, PKA non agisce esclusivamente come una 
chinasi pro-apoptotica, ma può anche svolgere azioni citoprotettive. 
Abbiamo, poi, scoperto che la fosforilazione di Akt indotta da LPC viene ridotta, 
ma non completamente inibita, dal pretrattamento con LY294002, suggerendo 
che, in cellule endoteliali, PI3K gioca un ruolo parziale nella protezione cellulare 
indotta da PC. E’ ragionevole speculare che la differente rilevanza di PKA e PI3K 
nel promuovere la protezione cellulare dipenda dalle caratteristiche degli stimoli di 
sopravvivenza. Ad esempio, i meccanismi PI3K-dipendenti giocano un ruolo 
chiave nella citoprotezione indotta da insulina (27) o da IGF-1 (45). D'altra parte, 
meccanismi PKA-dipendenti spiegano alcune risposte biologiche protettive 
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evocate dall' esposizione ad uno stimolo ipossico (46). 
Abbiamo, inoltre, notato che NAC abroga la protezione indotta da LPC in bAEC, 
suggerendo un importante ruolo dei ROS in tale fenomeno. Valutando la sintesi di 
ROS in corso di PC mediante analisi del contenuto di proteine nitrosilate, abbiamo 
scoperto che essa è massima tra il PC precoce e tardivo, cioè quando l'effetto 
protettivo è abolito. Questi dati sottolineano la necessità di chiarire il ruolo della 
produzione dei ROS. In particolare, basse dosi di ROS, riducendo i residui tiolici 
nei recettori transmembrana, inducono l'attivazione di pathway protettivi a valle, 
mentre alte dosi di ROS, alterando la struttura terziaria di tali recettori, inibiscono 
l'attivazione dei meccanismi protettivi (8). Infine, ad alte concentrazioni, i ROS 
reagiscono con NO, inducendo la generazione di perossinitriti, che disaccoppiano 
la funzione eNOS (5). Abbiamo anche riscontrato che l'espressione di beNOS-
siRNA ha ridotto in maniera significativa la produzione di nitriti indotta da LPC. 
Questo dato può essere spiegato dall’evidenza che la traslocazione nucleare di 
eNOS è richiesta per l'espressione di iNOS (47). In aggiunta, abbiamo ricercato 
se questo meccanismo trascrizionale possa anche giustificare l'espressione di 
iNOS indotta da LPC in bAEC. A tale scopo, inizialmente abbiamo valutato i 
cambiamenti nella localizzazione sub-cellulare di eNOS nelle bAEC in corso di 
PC. Sono state preparate le frazioni nucleare e citoplasmatica e sono state 
eseguite le analisi di immunoblot. In condizioni di controllo, LPC ha aumentato 
l'espressione nucleare di eNOS (Figura 10 B). Contemporaneamente, le analisi di 
immunoblot della frazione citosolica hanno mostrato una riduzione progressiva di 
eNOS dopo l’applicazione dello stimolo precondizionante (Figura 10 C). 
Successivamente, abbiamo esaminato se la soppressione della sintesi di eNOS 
mediante transfezione di beNOS-siRNA alteri l'espressione di iNOS indotta da 
LPC. A tale scopo, le bAEC sono state transfettate con beNOS-siRNA (20 µg), e 
poi sottoposte a LPC. La transfezione di beNOS-siRNA ha esitato in una 
inibizione dell'espressione di iNOS normalmente indotta dal LPC (Figura 10 D). 
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Questi dati indicano che, nelle bAEC, il LPC induce la traslocazione nucleare di 
eNOS e che l'espressione di iNOS indotta da LPC richiede un pathway 
trascrizionale eNOS-dipendente. 
In conclusione, i nostri dati indicano che, in cellule endoteliali, l'effetto protettivo di 
LPC contro l’ ipossia è mediato dall'attivazione di Akt, dipendente da PKA e PI3K, 
e dalla generazione di ROS. 
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Figura 13 
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Figura 14 
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Figura 15 
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Figura 1. (A) Le cellule sono state sottoposte ad ipossia, come indicato. 
L'apoptosi è stata valutata mediante colorazione con Annessina V (verde), la 
necrosi mediante Propidio Ioduro (rosso) ed i nuclei sono stati colorati con DAPI 
(blu). La figura rappresenta la media di sei esperimenti indipendenti. (B) Le cellule 
sono state sottoposte ad ipossia, come indicato. Il clivaggio di caspasi-3 è stato 
valutato mediante immunoblotting. Il grafico a colonne rappresenta l'analisi 
densitometrica, media±DS, espressa come aumento relativo nel clivaggio proteico 
rispetto alle cellule di controllo, in quattro esperimenti indipendenti. CC-3: caspasi-
3 clivata. 
*p<0,001 vs controllo. 
 
Figura 2. (A) Protocollo di precondizionamento ischemico (PC). (H: Ipossia; R: 
Riossigenazione). (B) Le cellule sono state sottoposte ad ipossia dopo il PC, 
come indicato. L'apoptosi è stata valutata mediante colorazione con Annessina V 
(verde), la necrosi mediante Propidio Ioduro (PI) (rosso) ed i nuclei sono stati 
colorati con DAPI (blu). I tassi di apoptosi e necrosi sono stati rispettivamente 
calcolati dividendo il numero di cellule Annessina V-positive/PI-negative ed 
Annessina V-positive/PI-positive per il numero totale dei nuclei rilevati con 
colorazione DAPI. La percentuale di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è 
stata calcolata in sei esperimenti indipendenti. (Nox: normossia). (C) Le cellule 
sono state sottoposte ad ipossia dopo il PC, come indicato. Il clivaggio di caspasi-
3 è stato valutato mediante immunoblotting. Il grafico a colonne rappresenta 
l'analisi densitometrica, media±DS, espressa come aumento relativo nel clivaggio 
proteico rispetto alle cellule di controllo, in quattro esperimenti indipendenti. CC-3: 
caspasi-3 clivata. 
*p<0,001 vs controllo. 
 
Figura 3. Le cellule sono state sottoposte al precondizionamento ischemico (PC). 
La produzione di citrullina (A) e l'accumulo di nitriti (B) sono stati valutati a 
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differenti tempi dopo il PC. (Nox: normossia). Il grafico a colonne mostra l’ 
aumento relativo, espresso come media±DS,  nella produzione di citrullina e 
dell'accumulo di nitriti rispetto alle cellule di controllo, in quattro esperimenti 
indipendenti. (C) La fosforilazione della ossido nitrico sintetasi endoteliale (eNOS) 
e (D) l'espressione della ossido nitrico sintetasi inducibile (iNOS) sono state 
valutate a differenti tempi dopo il PC. Il grafico a colonne rappresenta l'analisi 
densitometrica, media±DS, espressa come aumento relativo nella fosforilazione o 
nella espressione proteica rispetto alle cellule di controllo, in quattro esperimenti 
indipendenti. ser1177: serina1177. 
*p<0,001 vs controllo; § p<0,001 vs PC + 6h Nox. 
 
Figura 4. Le cellule sono state sottoposte a precondizionamento tardivo (LPC) in 
presenza ed assenza di diversi inibitori, come riportato nel testo. Sono stati 
valutati la produzione di citrullina (A) e l'accumulo di nitriti (B). Il grafico a colonne 
mostra la media±DS di cinque esperimenti indipendenti. (C) Le bAEC sono state 
sottoposte al precondizionamento ischemico (PC) e raccolte a differenti tempi. Gli 
estratti proteici sono stati blottati con un anticorpo anti-nitrotirosina per valutare la 
nitrosilazione proteica. (D) Il pretrattamento della cellule precondizionate 
tardivamente con NAC ha determinato una riduzione nella nitrosilazione proteica 
rispetto alle cellule di controllo. (Nox: normossia). Il grafico a colonne rappresenta 
l'analisi densitometrica delle sei bande maggiori, media±DS, espressa come 
aumento relativo nella nitrosilazione proteica rispetto alle cellule di controllo, in tre 
esperimenti indipendenti. LY: LY294002; L-NAME: Nω-Nitro-L-arginina-metil-
estere; NAC: N-acetil-cisteina. 
* p<0,001 vs controllo;  † p<0,001 vs H89, LY e NAC; § p<0,001 vs PC e PC+24h 
Nox. 
 
Figura 5. Le cellule sono state sottoposte a precondizionamento tardivo (LPC) in 
presenza ed assenza di diversi inibitori, come riportato nel testo. Sono state 
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valutate (A) la fosforilazione di ossido nitrico sintetasi endoteliale (eNOS) e (B) 
l'espressione di ossido nitrico sintetasi inducibile (iNOS). Il grafico a colonne 
rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, espressa come aumento relativo 
nella fosforilazione e nell'espressione proteica rispetto alle cellule di controllo, in  
tre  esperimenti indipendenti. ser1177: serina1177. 
* p<0,001 vs controllo;  † p<0,001 vs H89, LY and NAC. 
 
Figura 6. Il precondizionamento ischemico (PC) ha indotto la fosforilazione del 
kemptide. Il grafico a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, 
espressa come aumento relativo nella fosforilazione proteica rispetto alle cellule di 
controllo, in tre esperimenti indipendenti. (Nox: normossia). 
* p<0,001 vs controllo; § p<0,001 vs PC + 6h Nox. 
 
Figura 7. Il precondizionamento ischemico (PC) ha indotto la fosforilazione di Akt 
(A, B). Il grafico a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, 
espressa come aumento relativo nella fosforilazione proteica rispetto alle cellule di 
controllo, in tre esperimenti indipendenti. (C, D) Le cellule sono state raccolte ai 
tempi indicati dopo il PC, poi immunoprecipitate con un anticorpo selettivo per la 
subunità catalitica di protein chinasi A (PKA) e per Akt, infine immunoblottate con 
un anticorpo anti-fosfo-eNOS. (Nox: normossia). Il grafico a colonne rappresenta 
l'analisi densitometrica, media±DS, espressa come aumento relativo nella co-
immunoprecipitazione proteica rispetto alle cellule di controllo, in quattro 
esperimenti indipendenti.   
* p<0,001 vs controllo; § p<0,001 vs PC + 6h Nox. 
 
 
Figura 8. (A) Le cellule precondizionate tardivamente sono state sottoposte ad 
ipossia in presenza ed assenza di inibitori specifici, come descritto nel testo. Il 
tasso apoptotico è stato valutato mediante colorazione con Annessina V (verde) e 
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quello necrotico mediante Propidio Ioduro (rosso), ed i nuclei sono stati colorati 
con DAPI (blu).  La figura mostra quattro esperimenti indipendenti. (B) Le cellule 
sono state trattate con un inibitore di ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS; 
1400W), e poi sottoposte ad ipossia in presenza di precondizionamento tardivo 
(LPC). Il clivaggio di caspasi-3 è stato valutato mediante immunoblotting. Il 
diagramma a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, espressa 
come aumento relativo nel clivaggio proteico rispetto alle cellule di controllo, di 
quattro esperimenti indipendenti. (C) la fosforilazione di Bad in 
serina112/serina136 (ser112/ser136) è stata valutata mediante immunoblotting 
nelle bAEC esposte ad ipossia in presenza ed assenza di LPC. Il grafico a 
colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, espressa come  
aumento relativo nella fosforilazione proteica rispetto alle cellule di controllo, in tre 
esperimenti indipendenti. Le colonne bianche rappresentano la fosforilazione in 
ser112; le colonne nere indicano la fosforilazione in ser136. LPC: 
precondizionamento tardivo; LY: LY294002. CC-3: caspasi-3 clivata. 
* p<0,001 vs controllo; § p<0,001 vs ipossia 12 h. 
 
Figura 9. (A) Le cellule sono state trattate come indicato, e poi sottoposte ad 
ipossia in assenza o presenza di precondizionamento tardivo (LPC). Il clivaggio di 
caspasi-3 è stato valutato mediante immunoblotting. Il grafico a colonne 
rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, espressa come aumento relativo 
nel clivaggio proteico rispetto alle cellule di controllo, in quattro esperimenti 
indipendenti. (B) Le bAEC sono state transfettate con uno short interfering RNA 
selettivo per la isoforma endoteliale della NOS (beNOS-siRNA, 20 μg), e quindi 
sottoposte ad ipossia in assenza o presenza di LPC. Il clivaggio di caspasi-3 è 
stato valutato mediante immunoblotting. L'espressione proteica di eNOS è stata 
rilevata nelle cellule transfettate mediante immunoblotting. (C) Le cellule sono 
state transfettate con plasmidi codificanti per il mutante dominante negativo di 
protein chinasi A (DN PKA; 6 μg) o pcDNA3 (6 μg) e sottoposte ad ipossia in 
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presenza ed assenza di LPC. Il clivaggio di caspasi-3 è stato valutato mediante 
immunoblotting. Il grafico a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, 
media±DS, espressa come aumento relativo nel clivaggio proteico rispetto alle 
cellule di controllo, in cinque esperimenti indipendenti. (D) Le cellule sono state 
transfettate con plasmidi codificanti per il mutante dominante negativo di Akt (DN 
Akt; 6 μg) o pcDNA3 (6 μg), e poi sottoposte ad ipossia in presenza ed assenza di 
LPC. Il clivaggio di caspasi-3 è stato valutato mediante immunoblotting. Il grafico 
a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, espressa come 
aumento relativo nel clivaggio proteico rispetto alle cellule di controllo, in cinque 
esperimenti indipendenti. LY: LY294002; L-NAME: Nω-Nitro-L-arginina-metil-
estere; NAC: N-acetil-cisteina. CC-3: caspasi-3 clivata. 
* p<0,05 vs controllo; § p<0,001 vs Ipossia 12h. 
 
Figura 10. (A) Le bAEC sono state transfettate con uno short interfering RNA 
selettivo per la isoforma endoteliale della NOS (beNOS-siRNA, 20 μg) e poi 
sottoposte a precondizionamento tardivo (LPC). La produzione di nitriti è stata 
valutata mediante la reazione di GRIESS. Le cellule sono state staccate ai tempi 
indicati dopo precondizionamento ischemico (PC). Le frazioni nucleare (50 µg) (B) 
e citosolica (50 µg) (C) sono state sottoposte ad analisi di immunoblot utilizzando 
un anticorpo anti-eNOS. Il grafico a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, 
media±DS, espressa come aumento/decremento nella traslocazione proteica 
rispetto alle cellule di controllo, in tre esperimenti indipendenti. (D) Le bAEC sono 
state transfettate con beNOS-siRNA e poi sottoposte a 12 ore di ipossia in 
presenza ed assenza di LPC. L'espressione proteica di eNOS e di ossido nitrico 
sintetasi inducibile (iNOS) è stata valutata mediante immunoblotting. Il grafico a 
colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, espressa come aumento 
relativo nell’ espressione proteica rispetto alle cellule di controllo, in tre 
esperimenti indipendenti. 
* p<0,001 vs controllo. 
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Figura 11.  (A) Le bAEC sono state transfettate con plasmidi codificanti, 
rispettivamente, per il mutante dominante negativo di protein chinasi a (DN PKA) 
e di Akt (DN Akt), entrambi marcati con emoagglutinina (HA), e con uno short 
interfering RNA selettivo per la isoforma endoteliale della NOS (beNOS-siRNA). 
Le cellule sono poi state trattate come descritto nel testo. L'apoptosi è stata  
valutata mediante colorazione con Annessina V (verde) mentre la necrosi 
mediante Propidio Ioduro (rosso), ed i nuclei sono stati colorati con DAPI (blu). La 
figura mostra tre esperimenti indipendenti. L'efficacia della transfezione è stata 
determinata per DN PKA (B) e per DN Akt (C) sia attraverso la valutazione della 
espressione di HA, che attraverso l'espressione proteica di PKA ed Akt mediante 
immunoblotting. LPC: precondizionamento tardivo. 
 
Figura 12. Il clivaggio di caspasi-3 indotto dall'ipossia è stato valutato mediante 
immunoblotting su cellule precondizionate sia precocemente che tardivamente, 1 
ora e 48 ore dopo l'applicazione del precondizionamento ischemico (PC). Le 
cellule precondizionate ad 1 ora e 48 ore dopo l'applicazione del PC sono state, 
inoltre, trattate con un donatore a lento rilascio di ossido nitrico (NOC-12; 0.1 
mM), come descritto nel testo. Il diagramma a colonne rappresenta l'analisi 
densitometrica, media±DS, espressa come aumento relativo nel clivaggio proteico 
rispetto alle cellule di controllo, in quattro esperimenti indipendenti. Nox: 
Normossia; EPC: precondizionamento precoce; LPC: precondizionamento tardivo. 
CC-3: caspasi-3 clivata. 
* p<0,001 vs controllo; § p<0,01 vs EPC e LPC. 
 
Figura 13. Le cellule sono state sottoposte a precondizionamento tardivo (LPC) in 
presenza ed assenza di inibitori, come descritto. La fosforilazione di Akt in 
entrambe treonina308 (thr308) (A) e serina473 (ser473) (B) è stata valutata 
mediante immunoblotting. Il grafico a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, 
media±DS, espressa come aumento relativo nella fosforilazione proteica rispetto 
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alle cellule di controllo, in tre esperimenti indipendenti. 
p<0,001 vs controllo; † p<0,001 vs H89, LY e NAC; # p<0,001 vs H89. 
 
Figura 14. (A, B) Le cellule sono state raccolte ai tempi indicati dopo il 
precondizionamento ischemico (PC), e quindi immunoprecipitate con un anticorpo 
diretto contro la subunità catalitica di protein chinasi A (PKA) ed immunoblottate 
con anticorpi anti-fosfo-Akt. (C) Le cellule sono state raccolte ai tempi indicati 
dopo il PC, e quindi immunoprecipitate con un anticorpo diretto contro Akt ed 
immunoblottate con un anticorpo anti-substrato fosforilato di PKA. (Nox: 
normossia). Il grafico a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±SEM, 
espressa come aumento relativo nella co-immunoprecipitazione proteica rispetto 
alle cellule di controllo, in tre esperimenti indipendenti. 
* p<0,001 vs controllo; § p<0,001 vs PC + 6h Nox. 
 
Figura 15. (A) Le cellule precondizionate precocemente sono state sottoposte ad 
ipossia, in presenza ed assenza di H89 e LY294002. L'apoptosi è stata valutata 
mediante colorazione con Annessina V (verde) mentre la necrosi mediante 
Propidio Ioduro (rosso), ed i nuclei sono stati colorati con DAPI (blu). La figura 
mostra cinque differenti esperimenti. Le bAEC precondizionate precocemente 
sono state esposte ad ipossia. Il clivaggio di caspasi-3 (B) e la fosforilazione di 
Akt in serina473 (ser473) (C) sono stati vautati in presenza ed assenza di H89 e 
LY294002. Il grafico a colonne rappresenta l'analisi densitometrica, media±DS, 
espressa come aumento relativo nel clivaggio e nella fosforilazione proteica 
rispetto alle cellule di controllo, in tre esperimenti indipendenti. EPC: 
precondizionamento precoce; LY: LY294002. CC-3: caspasi-3 clivata. 
* p<0,001 vs controllo; § p<0,001 vs ipossia 12 h.  
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Tabella I 
Tassi di morte cellulare per apoptosi (Annessina V) e per necrosi (Annessina V + 
Propidio Ioduro) dopo differenti periodi di ipossia. 
 
 Annessina V Annessina V + 
Propidio Ioduro 
Controllo 7±2% 2±1% 
Ipossia 1 h 23±8%* 5±2% 
Ipossia 6 h 46±11%* 12±6%* 
Ipossia 12 h 54±11%* 27±6%* 
Ipossia 24 h 21±8%* 73±5%* 
 
* p<0,05 vs controllo. Il tasso di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato 
calcolato dividendo il numero di cellule Annessina-V-positive/PI-negative ed 
Annessina-V-positive/PI-positive per il numero totale di nuclei rilevati con 
colorazione DAPI, rispettivamente. Il tasso di morte cellulare per apoptosi e per 
necrosi è stato calcolato in sei esperimenti indipendenti. 
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Tabella II 
Tassi di morte cellulare per apoptosi (Annessina V) e per necrosi (Annessina V + 
Propidio Ioduro) dopo 12 ore di ipossia precedute da precondizionamento 
ischemico (PC). 
 
 Annessina V Annessina V + 
Propidio Ioduro 
Controllo 6±3% 3±1% 
Ipossia 12 h 48±5%* 12±4%* 
PC + Ipossia 12 h 25±5%*§ 6±3%§ 
PC + 6 h Nox + Ipossia 12 h 55±9%* 18±6%* 
PC + 24 h Nox + Ipossia 12 h 28±4%*§ 8±2%§ 
 
* p<0,05 vs controllo; § p<0,05 vs Ipossia 12h. (Nox: normossia). Il tasso di morte 
cellulare per apoptosi e per necrosi è stato calcolato dividendo il numero di cellule 
Annessina-V-positive/PI-negative ed Annessina-V-positive/PI-positive per il 
numero totale di nuclei rilevati con colorazione DAPI, rispettivamente. Il tasso di 
morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato calcolato in sei esperimenti 
indipendenti. 
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Tabella III 
Tassi di morte cellulare per apoptosi (Annessina V) e per necrosi (Annessina V + 
Propidio Ioduro) dopo 12 ore di ipossia precedute da precondizionamento tardivo 
(LPC) in presenza ed assenza di chelanti dei radicali liberi dell'ossigeno (NAC), 
inibitori di protein chinasi A (H89), fosfatidil-inositolo-3-chinasi (LY294002), protein 
chinasi C (Go6983), e ossido nitrico sintasi inducibile (1400W), e di inibizione 
aspecifica della sintesi di ossido nitrico (L-NAME + 1400W). 
 
 Annessina V Annessina V + 
Propidio Ioduro 
Controllo 8±4% 4±2% 
Ipossia 12 h 51±6%* 16±3%* 
LPC + Ipossia 12 h 29±4%*§ 9±4%§ 
H89 + LPC + Ipossia 12 h 61±5*‡ 25±6*‡ 
LY294002 + LPC + Ipossia 12 h 58±4*‡ 24±3*‡ 
Go6983 + LPC+ Ipossia 12 h 34±6*§ 9±2§ 
1400W + LPC + Ipossia 12 h 35±3*§ 6±2§ 
L-NAME + 1400W + LPC Ipossia 12h 33±7*§ 8±4§ 
NAC + LPC +Ipossia 12 h 57±4*‡ 23±4*‡ 
 
* p<0,05 vs controllo; § p<0,05 vs ipossia 12 h; ‡ p<0,05 vs LPC + ipossia 12 h. Il 
tasso di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato calcolato dividendo il 
numero di cellule Annessina-V-positive/PI-negative ed Annessina-V-positive/PI-
positive per il numero totale di nuclei rilevati con colorazione DAPI, 
rispettivamente. Il tasso di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato 
calcolato in quattro esperimenti indipendenti. LPC: precondizionamento tardivo, 
NAC: N-acetil-cisteina, L-NAME: Nω-Nitro-L-arginina-metil-estere. 
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Tabella IV 
Tassi di morte cellulare per apoptosi (Annessina V) e per necrosi (Annessina V + 
Propidio Ioduro) dopo 12 ore di ipossia precedute da precondizionamento tardivo 
(LPC) in presenza ed assenza di transfezione con mutanti dominanti negativi di 
PKA (DN PKA) ed Akt (DN Akt), e con uno short-interfering RNA selettivo per la 
ossido nitrico sintasi endoteliale bovina (beNOS-siRNA). 
 
Annessina V Annessina V + 
Propidio Ioduro 
Controllo 7±1% 3±1% 
Ipossia 12 h 49±2%* 15±2%* 
LPC + ipossia 12 h 27±2%*§ 6±1%§ 
DN PKA + LPC + Ipossia 12h 60±5*‡ 23±6*‡ 
DN Akt + LPC + Ipossia 12 h 59±4*‡ 24±2*‡ 
beNOS-siRNA + LPC + Ipossia 12 h 25±2*§ 6±2§ 
 
* p<0,05 vs controllo; § p<0,05 vs ipossia 12 h; ‡ p<0,05 vs LPC + ipossia 12 h. Il 
tasso di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato calcolato dividendo il 
numero di cellule Annessina-V-positive/PI-negative ed Annessina-V-positive/PI-
positive per il numero totale di nuclei rilevati con colorazione DAPI, 
rispettivamente. Il tasso di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato 
calcolato in tre esperimenti indipendenti. LPC: precondizionamento tardivo. 
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Tabella V 
Tassi di morte cellulare per apoptosi (Annessina V) e per necrosi (Annessina V + 
Propidio Ioduro) dopo 12 ore di ipossia precedute da precondizionamento 
precoce (EPC) in presenza ed assenza di inibitori di protein chinasi A (H89) e 
fosfatidil-inositolo-3-chinasi (LY294002).  
 
 Annessina V Annessina V + 
Propidio Ioduro 
Controllo 5±3% 2±1% 
Ipossia 12 h 47±4%* 13±3%* 
EPC + Ipossia 12 h 28±3%*§ 5±3%§ 
H89 + EPC + Ipossia 12 h 60±6%*‡ 23±6%*‡ 
LY294002 + EPC + Ipossia 12 h 27±4%*§ 6±2%§ 
 
* p<0,05 vs controllo; § p<0,05 vs ipossia 12 h ‡; p<0,05 vs EPC + ipossia 12 h. Il 
tasso di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato calcolato dividendo il 
numero di cellule Annessina-V-positive/PI-negative ed Annessina-V-positive/PI-
positive per il numero totale di nuclei rilevati con colorazione DAPI, 
rispettivamente. Il tasso di morte cellulare per apoptosi e per necrosi è stato 
calcolato in cinque esperimenti indipendenti. EPC: precondizionamento precoce. 
 
 
